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RESUMO 
 
A diabete Mellitus (DM) é na atualidade um dos maiores problemas de 
saúde pública, sendo caracterizada como um distúrbio metabólico 
complexo, resultante tanto da resistência à ação da insulina, como da 
disfunção das células β. Atualmente, uma nova classe de fármacos, os 
inibidores da enzima dipeptidil peptidase 4 (DPP-4), demonstrou 
eficiência terapêutica e segurança no tratamento de pacientes com DM 
devido ao aumento do hormônio peptídeo-1 semelhante ao glucagon. 
Entretanto, por tratar-se de uma classe nova de medicamentos, pouco se 
sabe sobre os efeitos desses fármacos no que diz respeito aos parâmetros 
metabólicos, bem como a função mitocondrial. Neste contexto, o 
presente trabalho, tem como objetivo avaliar os efeitos da administração 
de diferentes inibidores de DPP-4 (linagliptina, vildagliptina, sitagliptina 
e saxagliptina) sobre parâmetros do metabolismo energético em cérebro, 
coração e fígado de ratos adultos. Os resultados desse estudo 
demonstraram que a administração subcrônica de linagliptina aumentou 
a atividade dos complexos I e IV no hipocampo e cerebelo, enquanto no 
fígado, houve um aumento na atividade dos complexos II e II-III. No 
entanto, no coração observou-se uma inibição da atividade do complexo 
IV e da succinato desidrogenase. Já a administração de vildagliptina 
aumentou a atividade do complexo I no hipocampo, e a atividade da 
creatina quinase no cerebelo e córtex cerebral. No fígado observou-se 
um aumento na atividade dos complexos II e II-III, enquanto no coração 
houve um aumento na atividade dos complexos I e II-III. A 
administração de sitagliptina causou um aumento na atividade do 
complexo I no hipocampo e cerebelo, enquanto que a atividade do 
complexo II foi reduzida no córtex cerebral. Observou-se também um 
aumento na atividade da creatina quinase em todas as estruturas 
cerebrais analisadas. Já no fígado verificou-se um aumento apenas na 
atividade do complexo II, e no coração um aumento na atividade dos 
complexos I e II-III, ao passo que a atividade da succinato 
desidrogenase foi inibida nessa estrutura. Finalizando, constatou-se, que 
a administração de saxagliptina aumentou a atividade dos complexos I e 
IV no hipocampo e cerebelo, e a atividade da creatina quinase no 
hipocampo, cerebelo, estriado e córtex cerebral. No fígado observou-se 
um aumento na atividade dos complexos II e II-III e da creatina quinase, 
enquanto no coração verificou-se um aumento da atividade do complexo 
II-III e da creatina quinase, e uma diminuição da succinato 
desidrogenase. Por fim, os resultados do presente estudo demonstraram 
que a administração subcrônica de diferentes inibidores de DPP-4 altera  
  
 
 
a atividade de enzimas do metabolismo energético. Tomados em 
conjunto os dados deste estudo e os dados já descritos na literatura, é 
tentador especular que o aumento na atividade de enzimas do 
metabolismo energético pode estar envolvido com o mecanismo pelo 
qual a função mitocondrial é restaurada pelo tratamento com inibidores 
de DPP-4. 
 
 
Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Inibidores da enzima dipeptidil 
peptidase 4; Mitocôndria; Metabolismo energético.  
  
 
 
ABSTRACT 
 
Diabetes mellitus (DM) is nowadays one of the major public health 
problems, characterized as a complex metabolic disorder, resulting from 
both the resistance to insulin action, as the dysfunction of β cells. 
Currently, a new class of drugs, inhibitors of the enzyme dipeptidyl 
peptidase 4 (DPP-4) showed therapeutic efficacy and safety in the 
treatment of diabetic patients because of increased peptide-1 glucagon-
like hormone. However, because it is a new class of drugs, is little 
known about the effects of these drugs on metabolic parameters as well 
as mitochondrial function. In this context, this study aimed to evaluate 
the effects of administration of different DPP-4 inhibitors (linagliptin, 
vildagliptin, sitagliptin and saxagliptin) on parameters of energy 
metabolism in brain, heart and liver of adult rats. The results of this 
study demonstrated that subchronic administration linagliptin increased 
complexes I and IV activity in the hippocampus and cerebellum, liver, 
while there was an increase in the activity of complex II and II-III. 
However, the heart was observed an inhibition of the activity of 
complex IV and succinate dehydrogenase. But, the vildagliptin 
administration increased the activity of complex I in the hippocampus, 
and the creatine kinase activity in the cerebellum and cerebral cortex. In 
the liver, there was an increase in the activity of complex II and II-III, 
while in the heart an advance in the activity of complex I and II-III. 
Sitagliptin administration caused an increase in complex I activity in the 
hippocampus and cerebellum, whereas the activity of compound II was 
reduced in the cerebral cortex. There was also an increase in creatine 
kinase activity in all brain structures analyzed. In the liver there was 
only an advance in the activity of the complex II in the heart and an 
increase in the activity of complex I and II-III, whereas the activity of 
succinate dehydrogenase is inhibited in this structure. Finally, it was 
demonstrated that saxagliptin administration increased activity of 
complexes I and IV in the hippocampus and cerebellum, and creatine 
kinase activity in the hippocampus, cerebellum, striatum and cerebral 
cortex. In the liver, there was an advance in the activity of complex II 
and II-III and creatine kinase, whereas the heart was demonstrated 
increased activity II-III complex and creatine kinase, and a reduction in 
succinate dehydrogenase. In conclusion, the results of this study 
demonstrated that the subchronic administration of different DPP-4 
inhibitors alters the activity of enzymes of energy metabolism. Taken 
together our data and the data described in the literature, it is tempting to 
speculate that the increase in energy metabolism enzyme activity may be 
  
 
 
involved in the mechanism by which mitochondrial function is restored 
by treatment with DPP-4 inhibitors. 
 
 
Keywords: Diabetes Mellitus; Inhibitors of the enzyme dipeptidyl 
peptidase 4; Mitochondria; Energy metabolism. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 DIABETES 
 
A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crônica muito frequente 
na sociedade, sendo considerada como uma das grandes pandemias do 
século XXI e um problema de saúde pública, tanto nos países 
desenvolvidos, como nos países em desenvolvimento (Sociedade 
Brasileira de Diabetes, 2013). É hoje uma causa comum de admissão 
hospitalar e está associada a grave morbilidade e a mortalidade 
prematura, sendo que 5% das mortes mundiais são atribuídas à Diabetes 
(Grilo et al., 2008; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2013). Além disso, 
a DM diminui a esperança média de vida, onde uma pessoa 
diagnosticada com a doença aos 40 anos terá uma diminuição da 
esperança de vida de aproximadamente 12 anos nos homens e 14 anos 
nas mulheres (Sochett e Daneman, 1999; American Diabetes 
Association, 2000; Biderman et al., 2000; Brun et al., 2000; Morgan et 
al., 2000; Rajala et al., 2000; Skamagas et al., 2008).  
A DM apresenta variações de incidência e prevalência nas várias 
regiões do mundo, com um crescimento progressivo em todas elas, 
sendo que a sua maior prevalência é no grupo etário acima dos 45 anos. 
Em 2000, a Organização Mundial da Saúde (OMS) estimava que o 
número de pessoas com diabetes no mundo atingisse os 177 milhões. 
Segundo a International Diabetes Federation (IDF), entidade vinculada 
à OMS, até 2025 esse número deve chegar a 380 milhões. No Brasil, 
calcula-se que existam 12.054.827 diabéticos e estima-se que esse 
número continue a aumentar drasticamente (CENSO-IBGE 2010). Os 
inquéritos da VIGITEL (Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para 
Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico), do Ministério da Saúde 
demonstram que prevalência do DM cresceu significativamente entre 
2006 e 2010, de 4,4% para 5,4%, nos homens, e de 5,9% para 7,0%, em 
mulheres. Por fim, dados recentes estimam que a prevalência da DM no 
Brasil esta em torno de 15%, mas sabemos que estes números variam de 
acordo com a faixa etária (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2013). Em 
decorrência disso, o número de internações por diabetes no Sistema 
Único de Saúde (SUS) aumentou 10% entre 2008 e 2011, passando de 
131.734 para 145.869, o mesmo aconteceu com o número de obtidos 
pela DM, que passou de 52.104 em 2009, para 54.542 em 2010. 
Para Orchard et al. (1998), a prevalência de DM nos EUA varia 
entre 6% nos indivíduos de raça caucasiana e 10% nos indivíduos de 
raça negra, parecendo variar inversamente com o status econômico. O 
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aumento mais acentuado da doença acontece nas sociedades em que 
ocorrem as maiores modificações no tipo de dieta consumida, redução 
da atividade física, aumento das pessoas com excesso de peso. Esse 
fenômeno parece estar associado com dois fatores: quando aumentam as 
fontes de recursos alimentares em uma população, aumenta o peso dos 
indivíduos e consequentemente o número de casos de DM; o aumento 
do nível econômico de uma população conduz a uma redução do nível 
de atividade física, pelo menos relativo à atividade laboral. 
 
1.1.2 Classificação  
 
A DM é um grupo heterogêneo de distúrbios envolvendo todos os 
substratos energéticos (carboidratos, proteínas e gorduras), sendo 
caracterizado principalmente por um desequilíbrio na homeostase da 
glicose, resultante da deficiência de secreção ou da ação da insulina 
(American Diabetes Association, 2007; Sociedade Brasileira de 
Diabetes, 2013). A Sociedade Brasileira de Diabetes, em sua última 
diretriz (2013), baseada nas classificações da OMS e da Associação 
Americana de Diabetes, recomenda a classificação da DM em diabetes 
tipos 1 e 2, existindo também a DM gestacional e uma categoria que 
engloba outros tipos de DM. 
 
1.1.2.1 DM tipo 1 
 
Corresponde entre 5 a 10 % dos casos de diabetes sendo 
frequentemente observado em crianças e adolescentes, embora também 
possa ser observado em adultos. Pode ser autoimune ou idiopática de 
etiologia multifatorial, e ocorre em pessoas geneticamente suscetíveis, 
resultando da destruição das células β pela produção de anticorpos 
específicos causando deficiência absoluta da produção e secreção de 
insulina. A evidência de autoimunidade contribui para o estabelecimento 
do diagnóstico e é demonstrada através da pesquisa de anticorpos anti-
ilhota ou auto-anticorpo, como por exemplo, os antidescarboxilase do 
ácido glutâmico (anti-GAD) e anti-insulina (IAA) (Libman et al., 1998). 
A Diabetes Latente Autoimune do Adulto (LADA) ocorre quando a 
forma autoimune é lentamentge progressiva, geralmente há maior 
propensão a outras patologias autoimunes como por exemplo, doença de 
Hashimoto, doença de Graves e doença Celíaca (Alberti e Zimemet, 
1999). 
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1.1.2.2 DM Tipo 2 
 
No DM tipo 2, inicialmente ocorre uma resistência à ação da 
insulina nos tecidos-alvo (músculo, fígado e tecido adiposo) e depois 
uma diminuição da insulina pela perda das células β. Os níveis de 
glucagon que deveriam baixar após a ingestão de alimentos permanecem 
altos nos pacientes diabéticos que já são deficientes em insulina, 
ocasionando um aumento ainda maior da glicemia. Na maioria das vezes 
o diagnótico ocorre a partir dos 40 anos de idade, podendo ocorrer mais 
cedo, até mesmo na adolescência. Aproximadamente 85-90% dos 
indivíduos com DM pertencem à classificação tipo 2 (Skamagas et al., 
2008). O risco para desenvolver DM do tipo 2 aumenta com a idade, 
obesidade e doenças cardiovasculares (Srinivasan e Bhagra, 2007). De 
fato, 40% dos pacientes hospitalizados com infarto agudo do miocárdio 
têm diagnóstico de diabetes e 30% possuem tolerância à glicose 
(Norhammar et al., 2002). 
 
1.1.2.3 DM Gestacional e Outros tipos de DM 
 
O DM gestacional se refere a qualquer grau de intolerância a 
glicose que acontece durante a gestação, ocorre em 1 a 14% de todas as 
gestações. Preconiza-se que 4 a 6 semanas após o parto as pacientes 
sejam reavaliadas para reclassifica-las, visto que na maioria dos casos 
ocorre a reversão para normalidade (Kuhl, 1991; Kim et al., 2001). 
Outros tipos específicos de diabetes podemos citar defeitos 
genéticos na ação da insulina, doenças do pâncreas exócrino, 
endocrinopatias, diabetes induzido por drogas, infecções e outras 
sindromes genéticas (Alberti e Zimemet, 1999; American Diabetes 
Association, 2010). 
 
1.1.3 Diagnóstico  
 
São três os critério para diagnóstico de DM (American Diabetes 
Association, 2012): 
 Glicemia casual > 200 mg/dL associados a sintomas de 
poliuria, polidipsia e perda ponderal 
 Glicemia de jejum ≥ 126 mg/dL 
 Glicemia > 200 mg/dl após sobrecarga de glicose de 75 g 
Duas situações de resistência insulínica merecem destaque nos 
novos critérios de diagnósticos:  
 Glicemia de jejum alterada  = Glicemia > 100 mg/dL e < 126 
30 
  
mg/dL. 
 Tolerância a glicose diminuída = 2 hs após sobrecarga de 
glicose valores entre 140 mg/dL e 200 mg/dL. 
Foi proposta a utilização da hemoglobina glicada (HbA1c) em 
2009 como critério dignóstico para o DM. Atualmente a ADA 
recomenda os seguintes critérios: 
 HbA1c > 6,5%  - Diabetes. Necessita confirmação em outra 
coleta, a não ser que existam sintomas. 
 HbA1c entre 5,7% e 6,4% - alto risco para desenvolver 
diabetes. 
Alguns problemas para aplicação deste parâmetro são: 
hemogobinopatias, anemias ferroprivas e hemolíticas, imperfeições na 
pradronização da dosagem. Além disso, existem casos onde há 
discordância entre a glicemia e a HbA1c, e recentemente foi levantado a 
questão das etnias. Em conclusão os critérios para diagnóstico de DM 
por glicemia plasmática possuem nível de evidência. Para HbA1c são 
necessários mais estudos (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2013) 
 
1.1.4 Fisiopatologia 
 
No DM tipo 1 observa-se uma destruição imunológica seletiva 
das células β pancreaticas (Wicker et al., 1986; Bendelac et al., 1988; 
Shimizu et al., 1993). Existe participação de linfócitos e células 
apresentadoras de antígenos que interagem na geração da resposta 
imunológica, e o processo pode demorar meses ou anos (Wong e Wen, 
2001). A destruição contínua das células β leva a progressiva perda da 
reserva secretória de insulina, culminando com a falta absoluta de 
insulina (Daneman, 2006). Os auto-anticorpos relacionados com as 
ilhotas podem ser detectados no sangue dos indivíduos predispostos 
vários anos antes das manifestações clínicas do DM tipo 1 (Sabbah et 
al., 1999). Além disso, existem fortes evidências demonstrando uma 
interação de fatores ambientais, vírus, fatores alimentares e estresse na 
fisiopatologia deste tipo de DM (Knip et al., 2005). 
O DM tipo 2 trata-se de uma síndrome clínica com expressão 
fenotípica variável, sem etiologia específica, sendo considerada como 
uma doença de natureza poligênica mediada pelo ambiente e 
caracterizada pela disfunção  endócrina bi-hormonal do pâncreas 
(Robertson et al., 2004). No paciente portador de DM tipo 2 há uma 
disfunção das células α e β da ilhota pancreática, não ocorrendo a 
adequada liberação de insulina antes da sobrecarga de carboidratos, nem 
a supressão de glucagon, o que piora a hiperglicemia (Hunger et al., 
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1971). Além disso, observa-se uma piora progressiva do controle 
glicêmico com o passar dos anos, decorrente da perda das células β 
funcionantes (Monnier et al., 2006). 
Embora os mecanismos responsáveis pelos danos estruturais e 
funcionais observados no DM ainda não estejam estabelecidos, a 
hiperglicemia resultante da regulação descontrolada da glicose tem sido 
reconhecida como um nexo de causalidade entre a diabetes e as 
complicações diabéticas (Brownlee, 2001). Estudos têm enfatizado vias 
importantes como contribuintes para os danos celulares induzidos pela 
hiperglicemia, sendo as principais: aumento do fluxo da via do poliol, 
aumento da formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs), 
aumento da ativação das isoformas da proteína quinase C (PKC) e 
aumento da atividade da via da hexosaminase (Gispen e Biessels, 2000; 
Sima, 2010). 
Através da via do poliol, a enzima aldose redutase normalmente 
tem a função de reduzir aldeídos tóxicos intracelulares a alcoóis 
inativos. Porém, quando as concentrações de glicose dentro das células 
se tornam muito altas, a enzima aldose redutase também reduz a glicose 
em sorbitol e frutose com consumo de nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH). No entanto, o cofator do 
NADPH é requerido também para a regeneração da glutationa reduzida, 
um potencial antioxidante intracelular (Brownlee, 2005). Assim, o 
acúmulo de sorbitol intracelular, caracterizado pelo aumento da 
atividade da via do poliol, em resposta a hiperglicemia, causa uma 
redução nos níveis de glutationa reduzida, tornando as células mais 
susceptíveis a dano e morte por estresse oxidativo, como formação de 
produtos de peroxidação lipídica, oxidação de proteínas e dano ao DNA 
(Tuzcu e Baydas, 2006). Adicionalmente, a toxicidade direta da glicose 
aos neurônios pode ocorrer também pelo aumento da auto-oxidação 
intracelular da glicose (Nishikawa et al., 2000) levando a um aumento 
da produção de espécies reativas de oxigênio (Evans et al., 2002). Em 
longo prazo estes danos oxidativos nas várias regiões cerebrais estão 
associados com anormalidades morfológicas e com o desenvolvimento 
de prejuízos na memória no estado diabético (Tuzcu e Baydas, 2006). 
O acúmulo de sorbitol intracelular também leva a formação de 
AGEs, e esses causam alterações nos níveis de neurotrofinas, redução na 
expressão gênica do fator de crescimento semelhando à insulina (IGF-I), 
bem como redução nos níveis de insulina, de seus receptores e dos seus 
fatores de transcrição (Sima, 2010).  Adicionalmente, ocorre um 
aumento da ativação da PKC, uma molécula sinalizadora intracelular, 
com capacidade de regular varias funções vasculares. Sua ativação 
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aumenta a permeabilidade vascular, prejudica a ação do ácido nítrico, 
favorece a adesão leucocitária, altera o fluxo sanguíneo e pode 
contribuir para o acúmulo de matriz proteica intracelular. O fluxo pela 
via hexosamina resulta em mudanças na expressão gênica e na função 
das proteínas que contribuem para a patogênese das complicações (Kodl 
e Seaquist, 2008; Lyra e Cavalcanti, 2009; Sociedade Brasileira de 
Diabetes, 2013). Além disso, o aumento na formação de AGEs e de 
isoformas da PKC leva à ativação de fatores pró-inflamatórios (NF-
TNF- -6), que estão associados a danos vasculares e celulares, 
como a morte de oligodendrócitos na substância branca em animais 
diabéticos (Brownlee, 2005; Sima et al., 2009). Além disso, Kamal et al. 
(1999) demonstraram que a potenciação de longa duração foi 
prejudicada em CA1, CA3 e no giro dentado, enquanto a depressão de 
longa duração foi facilitada em CA1, demonstrando que a plasticidade 
sináptica é alterada no hipocampo de ratos diabéticos. Outras alterações 
neuroquímicas têm sido observadas, incluindo diminuição dos níveis de 
acetilcolina (Welsh e Wecker, 1991), diminuição dos níveis de 
serotonina e dopamina em hipocampo de ratos submetidos à 
administração de estreptozotocina e em ratos espontaneamente 
diabéticos WBN/Kob (Yamato et al., 2004). 
 
1.1.5 Tratamento  
 
Os tratamentos disponíveis para os pacientes diabéticos incluem 
dieta, atividade física e medicamentos, dos quais alguns apresentam 
efeitos colaterais, como ganho de peso. As principais classes de 
fármacos disponíveis são: biguanidas (suprimem a produção hepática de 
insulina), sulfanilureias e glinidas (estimulam a secreção de insulina 
pela célula β), inibidores da alfaglicosidase (diminuem a absorção dos 
carboidratos), tiazolidinedionas ou glitazonas (aumentam a sensibilidade 
periférica à insulina),  inibidores da reabsorção renal de glicose 
(eliminam glicose pela urina) e os incretinomiméticos (Krentz et al., 
2005).  
O conceito de incretinas foi criado a partir de observações que 
demonstravam que a resposta da secreção da insulina era maior com a 
administração oral, que quando usado a via endovenosa. Com isto 
postulou-se que substâncias secretadas pelo intestino eram prováveis 
secretagogos de insulina (Elrick et al., 1964; Creutzfeldt, 1979; Nauck et 
al., 1986; Creutzfeldt, 2005; Leon et al., 2006). As incretinas pertencem 
a superfamília do glucagon. Os dois principais hormônios incretinas são 
o peptídeo insulinotrópico glicose-dependente (GIP) com 42 aminoácido 
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clivado de seu precursor Pro-GIP e secretado pelas células K, 
principalmente no duodeno e na parte proximal do jejuno, e o 
polipeptídeo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) clivado do precursor de 
pró-glucagon, incluindo peptídeos de 30 e 31 aminoácidos, secretado 
pelas células L principalmente no íleo e no cólon. Ambos são secretados 
após ingestão alimentar, sendo que as concentrações de GLP-1 e GIP 
aumentam de forma dependente com a glicose em 5 a 15 minutos após a 
refeição, atingindo um pico em torno de 30 a 40 minutos, e retornando a 
níveis basais após 2 horas (Vilsbøll et al., 2001; Chacra, 2006). A 
ingestão de nutrientes como carboidratos, proteínas e lipídios estimulam 
tanto a secreção de GLP-1 como  GIP,  mas o que mais estimula a 
secreção de GLP-1 são os carboidratos (Rocca e Brubaker, 1999). A 
combinação de ações endócrinas e os sinais neuronais são 
provavelmente responsáveis por esta secreção rápida. Em indivíduos 
saudáveis, as incretinas podem ser responsáveis por 70% da secreção de 
insulina estimulada pela ingestão de glicose. 
O GLP-1 inibe a secreção de glucagon (Ørskov et al., 1988; 
Schirra et al., 2006), diminui o esvaziamento gástrico, diminui a 
glicemia pós-prandial por atrasar o relaxamento gástrico e influência na 
saciedade por causar distanção do estômago (Wettergren et al., 1993; 
Nauck et al., 1997a; Nauck et al., 1997b; Naslund et al., 1999; Andrews 
et al., 2007; Flint et al., 1998). Além disso, o GLP-1 diminui o peso 
corporal por ações nos adipócitos e no sistema nervoso central (SNC), 
influenciando a ingestão calórica e o gasto energético (Kastin et al., 
2002). 
A ação dos hormônios incretinas, GIP e GLP-1, se da por ação 
em receptores específicos ligados a proteina G,  o GIP  apresenta 2 
subtipos (1 e 2) expressos nas células α e β pancreáticas e também no 
tecido adiposo, trato gastrointestinal superior, supra renal, osso e várias 
regiões cerebrais. O receptor do GLP-1 está presente nas células α, β e δ 
pancreáticas, nas células da mucosa gástrica e do intestino delgado, 
miócitos cardíacos e várias regiões cerebrais, principalmente no 
hipocampo (Amiranoff et al., 1984; Wheeler et al., 1995; Thorens e 
Widmann, 1996;  Bollag et al., 2000; Drucker, 2006; Leon et al., 2006). 
A ativação desses receptores leva a um aumento da adenosina 3',5'-
monofosfato cíclico (AMPc) com ativação da proteína quinase 
dependente de cAMP (PKA), com consequente alteração dos canais 
iônicos aumentando o cálcio intracelular e provocando a exocitose de  
insulina (Drucker et al., 1987; Holz, 2004; Holz et al., 2006). 
A infusão de GLP-1 intravenoso abaixa os níveis da glicose 
sanguínea em pacientes diabéticos pela estimulação da secreção de 
34 
  
insulina, pela supressão da secreção do glucagon e do esvaziamento 
gástrico (Nauck et al., 1993; Willms et al., 1996; Toft-Nielsen et al., 
2001b). Uma infusão por 6 semanas em pacientes diabéticos leva a uma 
substancial melhora da capacidade secretora de insulina bem como da 
sensibilidade de insulina, e reduz HbA1c em torno de 1,2 % bem como 
o peso corporal em 1,9 kg (Zander et al., 2002). Estes efeitos do GLP-1 
em diminuir a glicose plasmática está preservada até nos pacientes 
diabéticos tipo 1 onde não há função de célula β residual (Creutzfeldt et 
al., 1996). O diferencial em relação a outras terapias como as 
sulfaniluréias, é que estes estímulos são glicose dependentes, ou seja, 
quando os níveis de glicose atingem os níveis normais, a insulina e o 
glucagon também voltam ao níveis normais (Nauck et al., 1993). Além 
disso, o GLP-1 estimula a proliferação de célula β e inibe a apotose da 
mesma, sendo proposto que poderia mudar o curso da doença, por 
exemplo, prolongando o tempo de início se usado precocemente 
(Finegood et al., 1995; Xu et al., 1999; Bonner-Weir, 2000; Stoffers et 
al., 2000; Buteau et al., 2001; Butler et al., 2003, Farilla et al., 2003; 
Buteau et al., 2004; Baggio e Drucker, 2006). 
Entretanto, após secretado esses hormônios apresentam uma meia 
vida de 3 a 5 minutos antes de serem degradados por proteases, da qual 
a dipeptidil peptidase IV (DPP-4) é a mais importante, e eliminados 
pelos rins (Ørskov et al., 1993). Assim, o uso terapêutico desses 
hormônios se torna inviável, o que levou ao desenvolvimento de 
estratégias farmacêuticas, como por exemplo, a síntese de peptídeos 
resistentes a degradação (Neilsen e Baron, 2003). O exendin 4, isolado 
da saliva do Monstro de Gila, é mais estável e menos degradado que o 
GLP-1 nativo, ele se liga ao receptor pancreático do GLP-1, melhorando 
a homeostase da glicose, mimetizando as ações que ocorrem com o 
GLP-1 endógeno, por estimular a secreção de insulina glicose 
dependente, melhorar a liberação de insulina na primeira fase, atrasar o 
esvaziamento gástrico e diminuir a ingestão alimentar (Egan et al., 2003; 
Kolterman et al., 2003; Degn et al., 2004; Kolterman et al., 2003; Blase 
et al., 2005). A liraglutida é um análogo de GLP-1 de ação longa que 
forma um complexo ligando-se a albumina, permitindo a sua liberação 
lenta. Tem o efeito de inibir o apetite, a ação do glucagon, aumentar a 
massa de células β e inibir a apoptose celular. Os efeitos clínicos são 
similares ao exendin 4, e a perda de peso parece ser um pouco maior, 
dose dependente (Bregenholt et al., 2001; Rolin et al., 2002; Nauck et 
al., 2003). 
Devido à sua rápida clivagem e inativação, uma terapia com 
GLP-1 nativo administrado por via parentérica não é viável para o 
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tratamento contínuo da diabetes; isto transforma os inibidores da DPP-4 
um interessante objeto de estudo, uma vez que a inibição desta enzima 
resulta no aumento dos níveis circulantes de GLP-1 biologicamente 
ativos. 
 
1.1.5.1 Inibidores da DPP-4 
 
A DPP-4 é uma glicoproteína de superficie, expressa em tecidos 
como fígado, pulmão, rins, intestino, linfócitos e células endoteliais 
(Imai et al., 1992; Darmoul et al., 1994; De Meester et al., 2000; 2003).  
Além do sangue, ela também é encontrada na urina, no fluído seminal e 
no líquido aminiótico (Iwaki Egawa et al., 1998; Wilson et al., 1998). 
A DPP-4 cliva preferencialmente as cadeias peptídicas nas quais 
está presente a alanina ou prolina na posição 2 do terminal-N da cadeia 
peptídica. O GLP-1 ativo (7-36) é rapidamente degradado pela enzima 
DPP-4, originando um metabolito inativo GLP-1 (9-36), enquanto a 
forma ativa do GIP (1-42) é também rapidamente inativa pela enzima 
DPP-4, originando um metabolito inativo GIP (3-42) (Drucker, 2003).  
Os inibidores da DPP-4 são moléculas de uso oral, capazes de 
reduzir a atividade sérica dessa enzima, podendo apresentar esse efeito 
por 24 horas, levando a um aumento dos níveis pós-prandiais de GLP-1 
e GIP, levando assim a estimulação da secreção de insulina, inibição da 
secreção do glucagon, preservação da massa de células β com inibição 
da apoptose celular (Drucker et al., 1987; Åhren et al., 2004a; Åhren et 
al., 2004b; Deacon, 2004; McDougall et al. 2011) (Figura 1). Além 
disso, estudos têm demonstrado uma melhora dos marcadores de 
resistência insulina com o uso dos inibidores de DPP-4, mas não perda 
de peso como observado com a utilização dos análogos de GLP-1, 
provavelmente porque a inibição da enzima não eleva os níveis de GLP-
1 como os análogos, não apresentando efeitos sobre o esvaziamento 
gástrico e a saciedade, mas em comparação com outros fármacos, como 
sulfanilureias e tiazolidenos, observa-se o benefício do não ganho de 
peso (Vella et al., 2007).  
Atualmente estão disponíveis no mercado quatro apresentações 
farmacêuticas que apresentam como mecanismo de ação a inibição da 
DPP-4, sendo elas, saxagliptina, sitagliptina, linagliptina e vildagliptina, 
ambas são inibidores competitivos reversíveis com elevada afinidade 
para a DPP-4 (Deacon, 2011). 
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Figura 1: Efeitos dos inibiodres de DPP-4. Glicose oral estimula a 
liberação das incretinas endógenas GLP-1 e GIP, estes estimulam a 
liberação de insulina e inibem a liberação de glucagon, resultando em 
uma diminuição da glicemia. Essas incretinas são rapidamente inativada 
pela DPP-4, e os inibidores da DPP-4 prolongam a ação dessas 
incretinas endógenas, aumentando a resposta da insulina 
Fonte: McDougall et al. 2011. 
 
1.1.5.1.1 Saxagliptina 
 
A saxagliptina é um potente e seletivo inibidor da DPP-4, 
aprovado para uso em conjunto com dieta e atividade física, para 
melhorar o controle glicêmico dos pacientes diabéticos tipo 2 (Tahrani 
et al., 2009). Como monoterapia a saxagliptina 2,5 mg, 5 mg e 10 mg 
leva uma melhora significativa dos índices glicêmicos em pacientes 
diabéticos quando comparados com placebo, sem efeitos colaterais 
importantes como hipoglicemias e ganho de peso (Rosenstock et al., 
2009). 
A saxagliptina é rapidamente absorvida após administração oral 
em jejum, com as concentrações plasmáticas máximas atingidas entre 2 
e 4 horas, não apresenta ligação com proteínas plasmáticas, e a sua 
excreção ocorre tanto pela via renal como pela hepática, sendo que na 
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urina 24% da dose administrada é eliminada na sua forma inalterada e 
34% sob a forma do seu principal metabolito. A saxagliptina é 10 vezes 
mais potente do que qualquer inibidor da DPP-4, isso com base em 
cálculos da sua afinidade de ligação com a DPP-4, embora isso não se 
traduza clinicamente (Wang et al., 2008; Tahrani et al., 2009; Kirby et 
al., 2010).  
 
1.1.5.1.2 Sitagliptina 
 
Aprovado nos EUA e não na Europa como monoterapia, bem 
como terapia coadjuvante a metformina e ou glitazona. Atualmente, 
existem combinações aprovadas com metfomina e glitazonas e 
sulfanilureias, e particularmente a combinação com metformina 
mostram uma melhora acentuada na função da célula β, provavelmente 
por mecanismos diferentes, sendo descrito como um inibidor altamente 
seletivo, por não apresentar atividade inibitória sobre outros membros 
da família da DPP-4, com uma dose usual de 100 mg uma vez ao dia 
(Aschner et al., 2006; Charbonnel et al., 2006; Karasik et al., 2006; 
Rosenstock et al., 2006). 
O fármaco é bem obsorvido por via oral e sua biodisponibilidade 
gira em torno de 87%. A concentração máxima gira em torno de 1 a 4 
horas após ingerida, apresenta uma baixa ligação a proteínas 
plasmáticas, em torno de 37%, e a sua excreção é renal. Em pacientes 
com insuficiência renal a dose deve ser reduzida pela metade ou um 
quarto, e também pode ser reduzida quando combinada com outros 
fármacos. Efeitos colaterais discretos como rinorréia, obstrução nasal, 
diarréia, cefaléia e artralgias podem ser observados. Há relatos de casos 
isolados de anafilaxia, angioedema, síndrome de Stivens Johnoson, e 
apresenta contra indicação para pacientes com insificência renal grave. 
Apesar da sitagliptina ser metabolizada pela via metabólica do 
citocromo P450, não são esperadas interações, a não ser em caso de 
insuficiência renal grave, neste caso fármacos como cetoconazol, 
itraconazol, ritonavir ou eritromicina podem interferir no seu 
metabolismo (Verspoh, 2012). 
 
1.1.5.1.3 Linagliptina 
 
A linagliptina é um inibidor altamente seletivo da DPP-4, que foi 
recentemente aprovado para o tratamento da diabetes tipo 2 nos EUA, 
Europa e Brasil (Aletti e Cheng-Lai, 2012; Gallwitz, 2013; Rauch et al., 
2012). Estudos pré-clínicos demonstram que a linagliptina inibe a 
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enzima DPP-4 de forma mais potente do que outros inibidores de DPP-
4, tais como sitagliptina, vildagliptina e saxagliptina e com um maior 
tempo duração da sua ação por apresentar uma alta ligação com 
proteínas plasmáticas (99%) (Thomas et al., 2008; 2009). Outra 
vantagem da linagliptina, em comparação com os demais medicamentos 
dessa classe, é que a mesma é eliminada pela via biliar/hepática, e não 
pelos rins, assim pode ser usado sem modificação da dose em pacientes 
com insuficiência renal, uma complicação comum na DM tipo 2 
(Barnett, 2011; Graefe-Mody et al., 2012). 
 
1.1.5.1.4 Vildagliptina 
 
A vildagliptina é rapidamente absorvida após a administração 
oral (He, 2007a, He, 2007b), atingindo a sua concentração plasmática 
máxima em 1,75 horas. Alcança cerca de 100% da sua ação enzimática 
inibitória após 15 a 30 minutos de sua ingestão, que é mantida por 
aproximadamente 16 horas. Além disso, apresenta baixa ligação com 
proteínas plasmáticas, e sua excreção ocorre principalmente pela urina 
(85%), e pelas fezes. Não é necessário ajuste posológico com base na 
idade, sexo, índice de massa corporal, ingestão de alimentos, presença 
de insuficiência hepática ou uso concomitante de medicamentos (He et 
al., 2007c; He et al., 2008; Sunkara, 2007). 
A vildagliptina, tem-se mostrado muito eficaz na redução dos 
níveis glicêmicos e também do controle da HbA1c (Bolli et al., 2008; 
Ferrannini et al., 2009). Além disso, estudos revelaram que a 
vildagliptina aumenta melhora a sensibilidade da células β a glicose, 
melhora a função da células α, a sensibilidade periférica a insulina, e 
diminui a lipemia pós-prandial, mas não tem efeitos no esvaziamento 
gastrico (Pratley et al., 2006; Rosenstock et al., 2006; Garber et al., 
2007). A melhora da função das células α, melhora a relação 
glucagon/insulina, o que esta associado a uma diminuição da produção 
endógena de glicose no período pós-prandial e pós-absortivo, refletindo 
assim uma dupla ação da vildagliptina, melhorando a glicemia pós-
prandial e a glicose de jejum (Balas et al., 2007) 
 
1.2 METABOLISMO ENERGÉTICO  
 
Os seres vivos precisam de energia para realizar várias funções, 
como, por exemplo, o transporte ativo de íons e moléculas, síntese de 
macromoléculas e outras biomoléculas a partir de precursores simples e 
para a contração muscular. A energia necessária para realizar essas 
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funções é obtida com a oxidação de substâncias pela respiração celular. 
Adenosina trifosfato (ATP) é o principal combustível da célula na 
maioria dos processos que precisam de energia. A energia é liberada 
pela hidrólise de ATP e serve para impulsionar uma série de reações 
(Lehninger et al., 2007; Voet et al., 2008). 
A glicose é a principal fonte de energia utilizada pela maioria das 
células e ocupa uma posição central no metabolismo, sendo transportada 
para dentro das células por proteínas transportadoras específicas. Ao 
entrar na célula, a glicose pode ser metabolizada em diferentes rotas 
metabólicas. A principal via de degradação da glicose é a glicólise, uma 
rota que envolve uma sequência de reações que ocorre no citosol e 
forma como produto final o piruvato. Uma molécula de glicose gera 
duas moléculas de piruvato e de ATP. Em condições aeróbicas, o 
piruvato é transportado para dentro da mitocôndria e sofre ação do 
complexo enzimático da piruvato desidrogenase, que forma acetil 
coenzima A (acetil-CoA), que vai iniciar o ciclo de Krebs. É importante 
salientar que a acetil-CoA pode ser formada também pela oxidação de 
ácidos graxos e aminoácidos (Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008).  
 
1.2.1 Ciclo de Krebs 
 
Em 1937 Hans Krebs descobriu uma série de 8 reações cíclicas 
mitocondriais, denominado como ciclo de Krebs. Quatro destas reações 
são oxiditivas e liberam energia que e conservada sob a forma de 
coenzimas reduzidas.  
O ciclo de Krebs ocorre na matriz mitocondrial e consiste de uma 
sequência de reações onde, em cada volta do ciclo, são formadas três 
moléculas de nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida (NADH), 
uma de flavina adenina dinucleotídeo reduzida (FADH2), duas de CO2 e 
uma de guanosina trifosfato (GTP). O NADH e FADH2 produzidos no 
ciclo de Krebs são carreadores de elétrons e são utilizados na cadeia 
respiratória para a produção de ATP na fosforilação oxidativa 
(Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008). Altos níveis de ATP inibem o 
ciclo de Krebs por mecanismos complementares em vários locais do 
ciclo. Um dos pontos de controle é a conversão de piruvato a acetil-CoA 
pela enzima piruvato desidrogenase, inibida por ATP, acetil-CoA e 
NADH (Williamson e Cooper, 1980). 
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Figura 2: Esquema de reações do Ciclo de Krebs 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Lehninger et al., 2007 
 
1.2.2 Cadeia Respiratória 
 
A ação conjunta do ciclo de Krebs e da fosforilação oxidativa é 
responsável pela maior parte da produção de ATP gerada pelos seres 
humanos, ou seja, a fosforilação oxidativa trata-se de um sistema 
mitocondrial que acopla à respiração a geração de um intermediário de 
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alta energia, neste processo, equivalentes redutores, principalmente as 
formas reduzidas da NADH e FADH2 (Lehninger et al., 2007). 
Cinco complexos enzimáticos compõem a cadeia respiratória, 
onde a síntese de ATP ocorre após uma gradativa transferência de 
elétrons NADH e FADH2 para a redução do O2. Este conjunto de 
enzimas encontra-se na membrana interna da mitocôndria e são 
designados complexos I (NADH desidrogenase), II (succinato Q 
oxidorredutase), III (Q citocromo c oxidorredutase) e IV (citocromo c 
oxidase). A cadeia respiratória possui também dois transportadores 
móveis de elétrons entre os complexos, são eles a coenzima Q, um 
componente não proteico lipossolúvel que carreia elétrons entre os 
complexos I e III, e o citocromo c, uma proteína localizada na face 
externa da membrana que transfere elétrons do complexo III para o 
complexo IV. Os elétrons presentes nas coenzimas NADH e FADH2 
provenientes do ciclo de Krebs são transferidos para os complexos I e II, 
respectivamente, do complexo I e II para coenzima Q, depois para o 
complexo III, citocromo c, complexo IV e finalmente para o oxigênio 
(Lehninger et al., 2007; Navarro e Boveris, 2007; Berg et al., 2008). 
O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratória 
é acompanhado pelo bombeamento de prótons da matriz mitocondrial 
para o espaço intermembranas. Com isso, cria-se um gradiente 
eletroquímico transmembrana utilizado por um quinto complexo 
proteico, a ATP sintase, para a síntese de ATP. Dessa forma, a oxidação 
de substratos energéticos está acoplada ao processo de fosforilação da 
adenosina difosfato (ADP) (Lehninger et al., 2007; Berg et al., 2008). 
 
Figura 3: Cadeia respiratória mitocondrial e fosforilação oxidativa.  
Fonte: Lehninger et al., 2007. 
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1.2.3 Creatina quinase 
 
A cretaina quinase é uma enzima descoberta por Karl Lohman, 
em 1934, que tem um papel importante no metabolismo energético. 
Funciona como um sistema de tampão efetivo para os níveis celulares de 
ATP, principalmente nos tecidos de alta demanda energética como, 
cérebro, músculo cardíaco e esquelético (Pilla et al., 2003). A reação da 
creatina quinase regenera ATP através da transferência metabolicamente 
reversível do grupamento N-fosforil da fosfocreatina para o ADP (Wyss 
e Kaddurah-Daouk, 2000; Pilla et al., 2003; Berg et al., 2008).  
O sistema creatina quinase/creatina/fosfocreatina mostra 
diferentes funções integradas, isto é, tamponamento de energia, 
capacidade metabólica, transferência de energia e controle metabólico. 
Desta forma este sistema é reconhecido como um regulador metabólico 
importante entre a saúde e a doença (Pilla et al., 2003). A creatina 
quinase parece estar envolvida em certas condições patológicas 
relacionadas com déficit de energia cerebral, foi postulado que o 
prejuízo na função da creatina quinase possa ter um papel crítico no 
processo neurodegenerativo e neuromuscular (Tomimoto et al., 1993; 
David et al., 1998, Aksenov et al., 1999).  
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2 JUSTIFICATIVA 
 
Manter um controle glicêmico nos pacientes diabéticos tem se 
tornado um grande desafio, já que os pacientes apresentam dificuldades 
em aderir hábitos de vida saudáveis. Os fármacos orais clássicos 
disponíveis para tratamento do DM tem se mostrado incapazes de 
impedir o curso da doença e de manter o bom controle metabólico em 
longo prazo, o que vem motivando a pesquisa de novos fármacos. Uma 
nova classe de medicamentos baseados nas incretinas tem se 
demonstrado promissor, visto que elas atuam em um mecanismo 
diferente de todos os outros fármacos, e são capazes de reduzir os níveis 
glicêmicos sem causar os efeitos colaterais, como a hipoglicemia e o 
ganho de peso. No entanto, apesar de alguns desses agentes já terem 
sido aprovados para o tratamento do DM pelas autoridades reguladoras, 
eles têm ainda um longo caminho a percorrer até que os estudos de fase 
IV e a experiência clínica estabeleçam com mais certeza os seus reais 
benefícios, efeitos extra-glicêmicos, perfil de segurança e as vantagens e 
desvantagens face aos hipoglicemiantes orais classicamente utilizados. 
Além disso, seus efeitos comparativos sobre parâmetros metabólicos, 
bem como a função mitocondrial ainda não estão claros. Neste contexto, 
o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da 
administração de diferentes inibidores de DPP-4 sobre parâmetros do 
metabolismo energético em cérebro, coração e fígado de ratos adultos. 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 
O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da 
administração subcrônica de diferentes inibidores de DPP-4 sobre 
parâmetros do metabolismo energético em cérebro, coração e fígado de 
ratos adultos. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Avaliar a atividade das enzimas da cadeia respiratória (complexo I, 
II, II-III e IV) em hipocampo, estriado, córtex cerebral, cerebelo, 
coração e fígado de ratos adultos submetidos à administração 
subcrônica de linagliptina, sitagliptina, saxagliptina e vildagliptina. 
 Avaliar a atividade das enzimas succinato desidrogenase, malato 
desidrogenase e creatina quinase em hipocampo, estriado, córtex 
cerebral, cerebelo, coração e fígado de ratos adultos submetidos à 
administração subcrônica de linagliptina, sitagliptina, saxagliptina e 
vildagliptina. 
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4 METODOLOGIA 
 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de 
acordo com a Diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de animais 
para fins científicos e didáticos e a Diretriz da prática de eutanásia do 
CONCEA (CONCEA, 2013). Além das recomendações internacionais 
para o cuidado e o uso de animais de laboratório. Este projeto foi 
executado após aprovação pela Comissão de Ética para o Uso de 
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob o 
protocolo número 076-2014-01. 
 
4.1 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Animais: Foram utilizados 30 ratos adultos (60 dias de idade) machos 
da linhagem Wistar, pesando entre 250-300 g, obtidos através do 
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense.  Os ratos foram 
colocados em caixas em grupos de cinco, com ciclo claro - escuro de 12 
horas (07:00 às 19:00) (Claro 7:00h) e comida e água ad libitum, com 
ambiente mantido a temperatura de 23 + 1º C. As caixas dos animais 
foram trocadas diariamente, bem como alimentação e água, de modo a 
mantê-los com o mínimo possível de conforto.  
 
Diluição dos medicamentos: Os inibidores de DPP-IV (linagliptina, 
sitagliptina, vildagliptina e saxagliptina) utilizados nesse experimento 
são os mesmos vendidos na clínica. A linagliptina (Trayenta
®
) foi 
adquirida da Indústria Farmacêutica Boehringer Ingelheim, a sitagliptina 
(Januvia
®
) foi adquirida da Indústria Farmacêutica MSD, a vildagliptina 
(Galvus
®
) foi adquirida da Indústria Farmacêutica Novartis e a 
saxagliptina (Onglyza
®
) foi adquirida da Indústria Farmacêutica Bristol-
Myers Squibb. Para o experimento, os comprimidos foram moídos em 
um gral de porcelana com auxílio de pistilo e diluídos em salina, em 
volume proporcional a dose testada, e administrado segundo a premissa 
de 1mL/kg de peso corporal do animal. Os animais do grupo controle 
receberam apenas a solução veículo. 
 
Administração dos inibidores de DPP-IV: Os animais receberam uma 
administração diária de linagliptina (1 mg/kg), sitagliptina (10 mg/kg), 
vildagliptina (10 mg/kg), saxagliptina (10 mg/kg) ou água, por via oral 
com o auxílio de uma agulha de gavagem, durante quatorze dias (6 
animais por grupo) (Poucher et al., 2012; Reimer et al., 2012; Avila et 
al., 2013; Jones et al., 2014). 
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4.2 DOSAGENS BIOQUÍMICAS  
 
4.2.1 Preparo dos tecidos 
 
Vinte e quatro horas após a última administração, os animais 
sofreram eutanásia por decapitação e o cérebro, coração e fígado foram 
removidos. O hipocampo, estriado, cerebelo, córtex cerebral, coração e 
fígado foram rapidamente isolados e homogeneizados em tampão SETH 
(sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, Trizma base 10 mM e heparina 50 
IU/mL, pH 7,4) na proporção 1:10 (p/v) e o homogeneizado obtido foi 
levado à centrifugação a 800×g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante 
obtido foi separado e armazenado a -80ºC para a dosagem da atividade 
das enzimas do ciclo de Krebs, complexos da cadeia respiratória 
mitocondrial e creatina quinase. O teor de proteína foi determinado 
utilizando o método descrito por Lowry et al. (1951) utilizando 
albumina de soro bovino como padrão. 
 
4.2.2 Atividade das enzimas do Ciclo de Krebs 
 
Determinação da atividade da enzima succinato desidrogenase: Para 
a medida da atividade da enzima succinato desidrogenase, ao meio de 
incubação contendo tampão fosfato de potássio 62,5 mM pH 7,4, Triton 
X-100 0,1 %, succinato de sódio 1 mM e 2,6-dicloroindofenol (DCIP) 9 
M, foi adicionada amostra contendo cerca de 80 a 140 g de proteína. 
Os sistemas foram pré-incubados por 30 minutos a 30°C em banho-
maria e, após, foram adicionados azida sódica 4,3 mM, rotenona 7 M, 
metassulfato de fenazina 1 mM e DCIP 42 M. A redução do DCIP é 
determinada em 600 nm durante 5 minutos a 25°C (Fischer et al., 1985).  
 
Atividade da malato desidrogenase: A atividade NADH-específica da 
malato desidrogenase foi avaliada espectrofotometricamente conforme o 
método descrito por Kitto (1969). A reação foi iniciada após a adição de 
oxaloacetato e o consumo de NADH foi acompanhado através da 
redução da absorbância em 340 nm durante 3 a 5 minutos a 37ºC. 
 
4.2.3 Atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial 
 
Determinação da atividade do Complexo I (NADH desidrogenase): 
O meio de incubação foi constituído de fosfato de potássio (100 mM, 
pH 7,4), FeCN (10 mM) e Rotenona (1,0 mM). A reação foi iniciada 
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pela adição de 14 mM de NADH, as absorbâncias foram registradas por 
3 minutos a 420 nm. A Atividade do complexo I foi medida por meio da 
determinação da taxa de redução do FeCN dependente de NADH 
(Cassina e Radi, 1996).  
 
Determinação da atividade do Complexo II (succinato: DCIP 
oxirredutase): O meio de incubação foi constituído de fosfato de 
Inicialmente foi incubado com 40-
homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois, foram adicionados ao 
meio 4 mM de azida sódica e 7 M de rotenona e a reação iniciou com 
minutos a 600 nm. A atividade do complexo II foi medida pela 
diminuição da absorbância causada pela redução do DCIP (Fischer et 
al., 1985).  
 
Determinação da atividade do Complexo II+CoQ+III (succinato: 
citocromo c oxirredutase): O meio de reação, constituído de fosfato de 
potássio (40 mM, pH 7,4), contendo succinato de sódio (16 mM), foi 
pré-incubado com 40-  
30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida sódica e 
citocromo c e as absorbâncias foram registradas por 5 minutos a 550 
nm. A atividade do complexo II+CoQ+III foi medida pelo aumento da 
absorbância causado pela redução do citocromo c (Fischer et al., 1985).  
 
Determinação da atividade do Complexo IV (citocromo c oxidase): 
O meio de incubação continha tampão fosfato de potássio (10 mM, pH 
7,0), dodecil-maltisídeo (0,6 mM) e 10-20 
citocromo c 
por 10 minutos. A atividade da citocromo c oxidase foi medida pelo 
decréscimo na absorbância devido à oxidação de citocromo c 
previamente reduzido. As leituras foram feitas a 550 nm (Rustin et al., 
1994).  
 
4.2.4 Atividade da Creatina Quinase 
 
O meio de incubação para dosagem da creatina quinase foi 
composto por fosfocreatina e ADP. A formação de creatina foi medida 
por um método colorimétrico de acordo com Hughes (1962). 
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4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram analisados  pela análise de variância de uma-via 
(ANOVA), seguindo pelo teste de Tukey, quando F foi significativo. Os 
dados foram expressos como média ± desvio padrão. Todas as análises 
foram realizadas utilizando o programa SPSS (Statistical Package for 
the Social Sciences). Em todas as análises, o p foi considerado 
significativo quando menor que 0,05. 
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5 RESULTADOS 
 
Primeiro, analisou-se os efeitos da administração subcrônica dos 
inibidores de DPP-4 sobre a atividade das enzimas do ciclo de Krebs. Os 
resultados do presente estudo demonstraram que a administração de 
linagliptina, vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina não alterou a 
atividade da succinato desidrogenase no cerebelo, hipocampo, estriado e 
córtex cerebral (Figura 4A). Entretanto, observou-se uma inibição da 
succinato desidrogenase após a administração de linagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina no coração, enquanto que no fígado não houve 
diferença significativa em nenhum dos fármacos analisados (Figura 4B).  
 
Figura 4. Efeitos da administração subcrônica de linagliptina, 
vildagliptina,   sitagliptina e saxagliptina sobre a atividade da succinato 
desidrogenase em cerebelo, hipocampo, estriado, córtex cerebral, 
coração e fígado de ratos adultos. Valores expressos como média ± 
desvio padrão (n=6). Dados foram avaliados por análise de uma via 
ANOVA seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. 
*Diferente do grupo controle; p <0,05. 
Fonte:Dados obtidos pela pesquisa. 
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Com relação à atividade da malato desidrogenase, observou-se 
uma inibição dessa enzima apenas no hipocampo após a administração 
de vildagliptina, enquanto a linagliptina, sitagliptina e saxagliptina não 
alteram a atividade dessa enzima em nenhuma das estruturas analisadas 
(Figura 5A). Além disso, demonstrou-se também que a administração de 
linagliptina, vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina não alterou a 
atividade da malato desidrogenase no coração e fígado de ratos (Figura 
5B). 
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Figura 5. Efeitos da administração subcrônica de linagliptina, 
vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina sobre a atividade da malato 
desidrogenase em cerebelo, hipocampo, estriado, córtex cerebral, 
coração e fígado de ratos adultos. Valores expressos como média ± 
desvio padrão (n=6). Dados foram avaliados por análise de uma via 
ANOVA seguido pelo teste Tukey quando F foi significativo. 
*Diferente do grupo controle; p <0,05. 
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa 
 
O próximo passo do estudo foi avaliar a atividade dos 
complexos da cadeia respiratória após a administração subcrônica de 
linagliptina, vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina. Os resultados do 
presente estudo demonstram que um aumento da atividade do complexo 
I no cerebelo após a administração de linagliptina, sitagliptina e 
saxagliptina, e no hipocampo após a administração de linagliptina, 
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sitagliptina e vildagliptina, enquanto que no estriado e no córtex cerebral 
não foram observadas alterações significativas (Figura 6A). Observou-se 
também que a administração subcrônica de linagliptina, vildagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina não alterou a atividade dos complexos II e II-
III em nenhuma das estruturas analisadas (Figura 6B e 6C, 
respectivamente). Por fim, a atividade do complexo IV foi aumentada 
após a administração de linagliptina e saxagliptina no cerebelo, e no 
hipocampo apenas após a administração de saxagliptina. Similar ao 
complexo I, não observou-se diferenças significativas na atividade do 
complexo IV no estriado e no córtex cerebral após a administração do 
diferentes inibidores de DDP-4 (Figura 6D). 
 
Figura 6. Efeitos da administração subcrônica de linagliptina, 
vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina sobre a atividade dos complexos 
I, II, II-III e IV da cadeia respiratória mitocondrial em cerebelo, 
hipocampo, estriado e córtex cerebral de ratos adultos. Valores 
expressos como média ± desvio padrão (n=6). Dados foram avaliados 
por análise de uma via ANOVA seguido pelo teste Tukey quando F foi 
significativo. *Diferente do grupo controle; p <0,05 
Fonte:Dados obtidos pela pesquisa 
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Com relação ao coração e ao fígado, observou-se um aumento na 
atividade do complexo I no coração após a administração de 
vildagliptina e sitagliptina, enquanto que no fígado nenhuma alteração 
foi observada (Figura 7A). Já com relação à atividade do complexo II, 
observou-se um aumento da atividade desse complexo apenas no fígado 
após a administração subcrônica de linagliptina, vildagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina (Figura 7B). A atividade do complexo II-III 
foi aumentada no coração após a administração de vildagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina, enquanto que no fígado o aumento da 
atividade desse complexo foi observado após a administração de 
linagliptina, vildagliptina e saxagliptina (Figura 7C). Com relação à 
atividade do complexo IV, demonstrou-se uma inibição desse complexo 
no coração após a administração de linagliptina (Figura 7D).  
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Figura 7. Efeitos da administração subcrônica de linagliptina, 
vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina sobre a atividade dos complexos 
I, II, II-III e IV da cadeia respiratória mitocondrial em coração e fígado 
de ratos adultos. Valores expressos como média ± desvio padrão (n=6). 
Dados foram avaliados por análise de uma via ANOVA seguido pelo 
teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo controle; p 
<0,05. 
Fonte: Dados obtidos pela pesquisa 
 
O último passo deste estudo foi avaliar a atividade da creatina 
quinase após a administração subcrônica de linagliptina, vildagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina. Os resultados demonstraram um aumento na 
atividade da creatina quinase no cerebelo e córtex cerebral após a 
administração de vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina, enquanto que 
no hipocampo e estriado o aumento da atividade da creatina quinase foi 
observado após a administração de sitagliptina e saxagliptina (Figura 
8A). Além disso, observou-se também que a administração de 
saxagliptina aumentou a atividade da creatina quinase no coração e 
fígado, enquanto que os demais inibidores de DDP-4 não demonstraram 
diferenças significativas (Figura 8B). 
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Figura 8. Efeitos da administração subcrônica de linagliptina, 
vildagliptina, sitagliptina e saxagliptina sobre a atividade creatina 
quinase em cerebelo, hipocampo, estriado, córtex cerebral, coração e 
fígado de ratos adultos. Valores expressos como média ± desvio padrão 
(n=6). Dados foram avaliados por análise de uma via ANOVA seguido 
pelo teste Tukey quando F foi significativo. *Diferente do grupo 
controle; p <0,05 
 Fonte: Dados obtidos pela pesquisa. 
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6 DISCUSSÃO 
 
A incapacidade dos fármacos hipoglicemiantes orais clássicos em 
impedir o curso da doença e manter um bom controle metabólico a 
longo prazo tem motivado a investigação de novas vias fisiológicas 
envolvidas na homeostasia da glicose. O uso de agentes baseados no 
efeito dos hormônios incretinas para o tratamento de pacientes 
diabéticos é deveras promissor, visto que os mesmos atuam através de 
um mecanismo de ação distinto dos fármacos até então utilizados nesta 
patologia, reduzindo os níveis de glicemia semelhante a estes agentes 
hipoglicemiantes orais, com o mínimo risco de hipoglicemias.  
Existem 2 hormônios incretinas principais: GLP-1, sintetizado 
nas células L localizadas no íleo e no cólon e o GIP, sintetizado nas 
células K localizadas no duodeno. Ambas têm tempos de meia-vida 
curtos em virtude da sua inativação pela DPP-4 (Nauck et al., 1993), 
uma enzima de ampla expressão, livremente circulante e ligada às 
membranas, que se encontra presente nas células da maioria dos tecidos, 
incluindo células do aparelho gastrointestinal, fígado, rins, linfócitos e 
células endoteliais (Ahrén, 2003).  
Inibidores da DPP-4, incluindo linagliptina, vildagliptina, 
sitagliptina e saxagliptina, são fármacos anti-diabéticos orais que inibem 
a enzima DPP-4, resultando numa ação prolongada do GLP-1, que por 
sua vez, estimula a secreção de insulina, diminui a secreção de glucagon 
e ainda retarda o esvaziamento gástrico, levando à diminuição da 
ingestão de alimentos.  
Vários estudos têm relatado que o GLP-1 possui efeitos benéficos 
que resultam em uma diminuição dos níveis de glicose e um aumento 
dos níveis de insulina no plasma em modelos de diabetes tipo 2 (Mari et 
al., 2005; Tremblay et al., 2011) Além disso, os inibidores de DPP-4 
mostram um efeito benéfico sobre parâmetros metabólicos e sobre o 
coração, melhorando a função cardíaca (Ahren et al., 2004; Buse et al., 
2004; Bose et al., 2005; Poornima et al., 2008; Lenski et al., 2011; 
Apaijai et al., 2012). Embora os efeitos dos inibidores da DPP-4 têm 
sido estudados, seus efeitos comparativos sobre parâmetros metabólicos, 
bem como a função mitocondrial ainda não estão claros. 
A terapia baseada em incretinas tem mostrado efeitos benéficos 
no risco cardiovascular, ações já estabelecidas são diminuição da 
glicose, redução de peso, redução da pressão arterial, redução do 
colesterol total e LDL, e aumento do HDL, o que tem motivado o uso 
cada vez mais destes fármacos principalmente em pacientes com 
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complicações cardiovasculares, porém os efeitos a longo prazo ainda 
precisam ser elucidados ( L Pala et al., 2013) 
Estudos têm demonstrado que a função mitocondrial tem 
implicações na fisiopatologia da diabetes em diferentes células e tecidos. 
Choo et al. (2006) demonstraram uma diminuição na respiração celular 
e na oxidação de ácidos graxos em camundongos diabéticos tipo 2. 
Além disso, foi demonstrado também uma diminuição no número de 
mitocôndrias, indicados pela diminuição nos níveis de mtDNA e pela 
marcação histológica com MitoTracker. Boushel et al. (2007) 
examinaram a função mitocondrial em fibras musculares esqueléticas 
permeabilizadas de 11 indivíduos com diabetes tipo 2, demonstrando 
uma redução no consumo de oxigênio sob condições de estimulação 
com ADP e desacoplamento máximo induzido por FCCP nos indivíduos 
diabéticos em comparação com os controles não-diabéticos. Além disso, 
estudos de espectroscopia de prótons por ressonância magnética têm 
demonstrado uma diminuição na fosforilação oxidativa, na síntese de 
ATP e na oxidação de substratos no ciclo do Krebs em filhos de 
pacientes com DM tipo 2 (Petersen et al., 2004; 2005; Morino et al., 
2005; Befroy et al., 2007). 
Neste estudo foi demonstrado que a administração subcrônica de 
linagliptina aumentou a atividade dos complexos I e IV no hipocampo e 
cerebelo, enquanto que no fígado houve um aumento na atividade dos 
complexos II e II-III. Entretanto, no coração observou-se uma inibição 
da atividade do complexo IV e da succinato desidrogenase. Já a 
administração de vildagliptina aumentou a atividade do complexo I no 
hipocampo, e a atividade da creatina quinase no cerebelo e córtex 
cerebral. No fígado observou-se um aumento na atividade dos 
complexos II e II-III, enquanto que no coração houve um aumento na 
atividade dos complexos I e II-III. A administração de sitagliptina 
causou um aumento na atividade do complexo I no hipocampo e 
cerebelo, enquanto que a atividade do complexo II foi diminuída no 
córtex cerebral. Observou-se também um aumento na atividade da 
creatina quinase em todas as estruturas cerebrais analisadas. Já no fígado 
observou-se um aumento apenas na atividade do complexo II, e no 
coração um aumento na atividade dos complexos I e II-III, ao passo que 
a atividade da succinato desidrogenase foi inibida nessa estrutura. Por 
fim, demonstrou-se que a administração de saxagliptina aumentou a 
atividade dos complexos I e IV no hipocampo e cerebelo, e a atividade 
da creatina quinase no hipocampo, cerebelo, estriado e córtex cerebral. 
No fígado observou-se um aumento na atividade dos complexos II e II-
III e da creatina quinase, enquanto que no coração demonstrou-se um 
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aumento da atividade do complexo II-III e da creatina quinase, e uma 
diminuição da succinato desidrogenase.  
Nossos dados são consistentes com estudos anteriores que 
mostraram os inibidores de DPP-4 restauram a função mitocondrial no 
cérebro e coração de ratos com resistência a insulina, diminuindo a 
produção de espécies reativas de oxigênio mitocondrial, impedindo a 
despolarização da membrana mitocondrial e prevenindo o swelling 
mitocondrial (Apaijai et al., 2013; Pintana et al., 2013; Pipatpiboon et 
al., 2013; Chinda et al., 2014).  
Estudos têm sugerido que o mecanismo pelo qual a função 
mitocondrial é restaurada pelo tratamento com inibidores de DPP-4 
pode ser devido à ação prolongada do GLP-1, em decorrência da 
inibição da DPP-4 (Baggio e Drucker, 2007; Richter et al., 2008). O 
GLP-1 tem mostrado efeitos contra a disfunção mitocondrial em vários 
tipos de células, por exemplo, demonstrou-se que o GLP-1 está 
envolvido na mobilização intracelular de Ca
2+ 
e na estimulação da 
síntese de ATP mitocondrial em cultura de células β (Tsuboi et al., 
2003), bem como na modulação da fosforilação oxidativa e supressão do 
estresse oxidativo e da produção de espécies reativas de oxigênio em 
camundongos (Ferreira et al., 2010; Tomas et al., 2011). Neste contexto, 
tem sido proposto que o Ca
2+ 
é absorvido pelas mitocôndrias (Rizzuto et 
al., 1992; Rutter e Rizzuto, 2000), levando ao aumento na produção de 
NADH por desidrogenases mitocondriais e, consequentemente aumentar 
o substrato de alimentação para a cadeia respiratória (McCormack e 
Denton, 1980; McCormack et al., 1990; Rutter, 1990) e 
subsequentemente, a síntese de ATP (Kennedy et al., 1999; Ainscow e 
Rutter, 2001). Além disso, o aumento da concentração de Ca
2+
 pode 
aumentar a capacidade da cadeia respiratória diretamente (Halestrap, 
1982; Robb-Gaspers et al., 1998). Consistente com este modelo, o 
aumento na concentração de Ca
2+
 aumenta a razão NADPH/NAD
+
 nas 
células β (Pralong et al., 1990) e em outros tipos de células (Rizzuto et 
al., 1994; Hajnoczky et al., 1995) Além disso, Kennedey et al. (1998) 
demonstrou que um aumento na concentração de Ca
2+
 mitocondrial em 
resposta ao aumento nos níveis de glicose leva à um aumento da força 
próton-motriz. 
Além disso, um estudo anterior demonstrou que o GLP-1 poderia 
impedir a senescência celular induzida por espécies reativas de oxigênio 
em células endoteliais (Oeseburg et al., 2010), agindo como um agente 
neuroprotetor, impedindo a morte celular induzida pelo H2O2, através 
das vias fosfatidilinositol-3-cinase (PI-3-Kinase) e PKA (Oeseburg et 
al., 2010), e impedindo a apoptose em células SH-SY5Y, induzida pelo 
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peptídeo β-amilóide (Li et al., 2011). A ativação de receptores de GLP-1 
também pode estimular as vias de sinalização cAMP/PKA e PI3K/Akt, 
que apresentam efeitos benéficos sobre a mitocôndria, como o aumento 
de proteínas anti-apoptóticas e a sobrevivência das células e a 
diminuindo da produção de espécies reativas de oxigênio (Pipatpiboon 
et al., 2013). 
Apesar dos nossos resultados mostrarem um aumento do 
metabolismo energético com aumento da atividade da maioria dos 
complexos da cadeia respiratória mitocondrial, observamos uma 
diminuição do complexo IV no coração com a linagliptina e também 
uma diminuição da atividade da succinato desidrogenase com a 
linagliptina, saxagliptina e sitaglliptina no mesmo órgão. A atividade da 
malato desidrogenase foi dimuída no hipocampo com a administração 
da vildagliptina, houve também uma diminuição do complexo II no 
córtex cerebral com a administração da sitagliptina. Estes dados devem 
ser mais explorados para determinar o real significado desta diminuição, 
ou seja se isto é benéfico ou não, pois Udell et al., 2014 mostrou que o 
uso da saxagliptina  em pacientes diabéticos leva a um aumento do risco 
de internação por insuficiência cardíaca, em contrapartida, um estudo de 
Willians – Herman et al., 2010, não verificou diferença na taxa de 
eventos cardiovascular após uma meta análise efetuada envolvendo 
5.429 doentes usando sitagliptina durante 1 a 2 anos. Outro estudo de 
Schweizer A  et al., 2010 e  Lamana C.,2011,em pacientes usando 
vildagliptina obteve-se resultados semelhantes, onde foi observado que 
pacientes expostos a inibidores da DPP-4 por 1 a 2 anos apresentaram 
risco menor de efeitos cardiovasculares. 
   Pra et al., 2014, avaliando os efeitos do liraglutide (um análogo 
do GLP1) sobre parâmetros bioquímicos em hipotálamo de ratos, 
mostrou uma diminuição do complexo II da cadeia respiratória 
mitocondrial e um aumento do complexo IV. Nossos dados mostraram 
uma diminuição do complexo II apenas com a sitagliptina em córtex 
cerebral, e um aumento do complexo IV em cerebelo pela linagliptina e 
saxagliptina, aumento do complexo IV em hipocampo pela saxagliptina 
e diminuição do complexo IV no coração pela linagliptina. Com a 
ativação do complexo IV ocorre um aumento do bombeamento de 
prótons da matriz mitocondrial para a o espaço intermembranas com 
consequente produção de ATP (Huttmann et al., 2008). A inibição do 
complexo II pode causar uma diminuição da produção de ATP, por uma 
menor entrada de elétrons na cadeia respiratória mitocondrial, e pode 
favorecer a liberação de espécies reativas de oxigênio, por comprometer 
a redução do oxigênio a água, o que poderia prejudicar o funcionamento 
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das células por comprometer o metabolismo energético fato observado 
em hipocanpo e ratos após administração crônica  de femproporex 
(Rezim et al., 2014). Podemos especular então com nossos resultados e 
também de outros estudos, até que ponto existe segurança para o 
coração e cérebro com o uso dos inibidores da DPP-4. 
Owen et al.,l2000,mostraram que as ações da metformina como a 
diminuição da gliconeogênese, o aumento da utilização de glicose pelos 
tecidos periféricos e aumento da produção de lactato pelo intestino  está 
diretamente relacionado a inibição do complexo I da cadeia respiratória. 
É sabido que em muitas células a inibição modesta da cadeia respiratória 
leva a um estímulo da expressão dos transportadores de glicose e 
enzimas glicolíticas levando a utilização de glicose. E já foi demostrado 
que a metformina diminui a ação da DPP-4 endógena em pacientes com 
DM tipo 2 e em modelos animais ( lehnard et al., 2004; Lindsay et al., 
2005 e Green et al., 2006). 
Importante colocar que os inibidores da DPP-4 podem não ser tão 
seletivos para a DPP-4 podendo causar inibição de outras enzimas da 
família das DPP-4, como a DPP-8, DPP-9 e DPP-2. E a inibição destes 
pode produzir alopécia, trombocitopenia, mudanças histopatológicas em 
vários órgãos, esplenomegalias e mortalidade em ratos (Lankas et 
al.,2005). 
Em conclusão, os resultados do presente estudo demonstraram 
que a administração subcrônica de diferentes inibidores de DPP-4 altera 
a atividade de enzimas do metabolismo energético. Tomados em 
conjunto os dados deste estudo e os dados já descritos na literatura, é 
tentador especular que o aumento na atividade de enzimas do 
metabolismo energético pode estar envolvido com o mecanismo pelo 
qual a função mitocondrial é restaurada pelo tratamento com inibidores 
de DPP-4. Entretanto, vale ressaltar que alguns aspectos da interação 
fármaco-mitocôndria ainda podem ser subestimados devido à 
dificuldade em prever e compreender todas as implicações potenciais da 
complexa fisiopatologia das mitocôndrias. Assim, mais estudos são 
necessários para confirmar a ação seletiva desses medicamentos no 
cérebro, coração e fígado. 
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7 PERSPECTIVAS 
 
Avaliar a atividade das enzimas da cadeia respiratória (complexo 
I, II, II-III e IV) do ciclo de Krebs (succinato desidrogenase, malato 
desidrogenase e citrato sintase) e da creatina quinase em cérebro, 
coração, rim e fígado de ratos submetidos ao modelo animal de diabetes 
induzido por dieta hiperlipídica tratados com diferentes inibidores de 
DPP4. 
Avaliar a concentração de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS), de proteínas carboniladas, de nitrato e nitrito e 
dano ao DNA em cérebro, coração, rim e fígado de ratos submetidos ao 
modelo animal de diabetes induzido por dieta hiperlipídica tratados com 
diferentes inibidores de DPP4. 
Avaliar a atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e 
catalase em cérebro, coração, rim e fígado de ratos submetidos ao 
modelo animal de diabetes induzido por dieta hiperlipídica tratados com 
diferentes inibidores de DPP4. 
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